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Magnetisches Pigment 



Gegenstand der Erfindung sind magnetische Partikel mit einer Glasoberflache, Verfahren 
zur Reuugung eines biologischen Materials, insbesondere von Nukleinsauren unter Ver- 
wendung von Glaspartikeln in Gegenwart chaotroper Sake, Verfahren zur Isolierung dieser 
biologischen Materialien und Verfahren zur Konzentrierung biologischen Materialien und 
die Uberfuhrung von biologischen Materialien aus Losungen mit hoher Konzentration an 
Salzen in Losungen mit niedriger Konzentration an Salzen. 

Manche biologischen Materialien, insbesondere Nukleinsauren, stellen im Knblick auf ihre 
Isolierung aus der naturlichen Umgebung besondere Anforderungen. Zum einen sind sie oft 
m sehr genngen Konzentrationen vorhanden und zum anderen befinden sie sich oft in 
Nachbarschaft vieler anderer fester und geloster Substanzen, die ihre Isolierung be- 
ziehungsweise Bestimmung, beeintrachtigen. 

In jiingerer Zeit hat es daher nicht an Versuchen gefehlt, Verfahren und Materialien zur Iso- 
herung yon Nukleinsauren aus ihrer naturlichen Umgebung vorzuschlagen. Aus Proc. Natl 
Acad. USA 76, 615 - 619 (1979) ist die Bindung von Nukleinsauren aus Agarosegelen in ' 
Gegenwart von Natriumjodid in gemahlenem Flintglas beschrieben. 

In Anal. Biochem. 121, 382 - 387 (1982) ist die Reinigung von Plasmid DNA aus Bakterien 
an Glasstaub in Gegenwart von Natriumperchlorat beschrieben. 

In DE-A 37 34 442 ist die Isolierung von einzelstrangiger M13 Phagen-DNA an Glas- 
feserfiltern durch Ausfallung der Phagenpartikel mit Hilfe von Essigsaure und Lyse der 
Phagenpartikel mit Perchlorat beschrieben. Die an die Glasfaserfilter gebundenen Nuklein- 
sauren werden nach Waschen mit einem methanolhaltigen Puffer in Tris/EDTA-Puffer elu- 
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Gegenstand der Erfindung sind magnetische Partikel mit einer auBeren Glasoberflache die 
im wesenthchen porenfrei ist oder Poren eines Durchmessers von weniger als 10 nm auf- 
weist. Ein weiterer Gegenstand sind ferromagnetische Partikel mit einer Glasoberflache 
Verfehren zur Isolierung biologischer MateriaUen, insbesondere von Nukleinsauren, sowie 
Verfenren zur HersteUung magnetischer Glaspartikel. 

Als Partikd I bezeichnet der Fachmann feste Materialien mit einem geringen Durchmesser 
M^chmal bezeichnet man solche Partikel auch als Pigmente. Im Sinne der vorUegenden ' 
Erfindung smd besonders Partikel geeignet, die eine durchschnittliche KomgrfiBe von 
wemger als 100 urn haben. Besonders bevorzugt weisen sie eine durchschnittUche Korn- 
grefle von zwischen 10 und 60 um auf. Bevorzugt ist die KorngraBenverteilung relativ 
homogen, insbesondere liegen nahezu keine Teilchen < lOum oder > 60 urn vor. 

Als magnetisch werden Materialien bezeichnet, die durch einen Magnet angezogen werden 
konnen, d. h. beispwlsweise ferromagnetische oder superparamagnetische Materialien Als 
magneusch werden auch Materialien verstanden, die als weich magnetische Materialien be- 
zeumnet werden, z. B. Ferrite. Besonders bevorzugt im Sinne der Erfindung sind ferro- 
magnefsche Materiauen, insbesondere wenn sie noch nicht vormagnetisiert wurden Unter 
Vomagnetisierung ist in diesem Zusammenhang das Inkontaktbringen mit einem Magneten 

T W ° dUrCh ^ RemanenZ Crh6ht ^ BeSOnders bwo ™& sind ^".agne. 

Usche Materialien, wie z. B. Magnetit (Fe 3 0 4 ) oder Fe 2 0 3 . 

Unter einer auBeren Oberflache eines Partikels wird die zusammenhangende Oberflache ver- 
standen, von der in Richtung auf die Umgebung des Partikels Senkrechte gebildet werden 
konnen, die dasselbe Partikel nicht noch einmal schneiden. 

Unter eine Pore wird eine Ausnehmung in der auBeren Oberflache des Partikels verstanden, 
bei denen d Oberflache soweit in das Partikel hineinreicht, daB eine in der Ausnehmung 
auf der Oberflache gebildete gedachte Senkrechte in Richtung auf die nachstliegende Um- 
gebung des Partikels das Partikel mindestens Imal schneidet. Poren reichen auBerdem tiefer 
als em Radius der Pore in das Partikel hinein. 

Unter einem Glas im Sinne der vorUegenden Erfindung wird ein siliciumhaltiges amorphes 
Matenal verstanden. Das Glas kann weitere MateriaUen enthaltenen, z. B. 
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Durch die Zugabe von Wasser wird der HydrolyseprozeB der Ausgangskomponenten in 
Gang gesetzt. Die Reaktion verlauft relativ rasch, da die Alkaliionen katalytisch auf die 
Hydrolysegeschwindigkeit des Kieselsaureesters einwirken. Nach Ablauf der Gelbildung 
kann das entstehende Gel getrocknet und durch einen thermischen ProzeB zu einem Glas 
verdichtet werden. 



Das Mengenverhaltnis Sol/Pigment hat einen erheblichen EinfluB auf die Ausbeute an erfin- 
dungsgemaBen magnetischen Pigment. Grenzen sind dadurch gegeben, dafl der Pigmentan- 
teil so gering ist> daO eine noch pump- und spruhfahige Masse entsteht. Bei zu geringem 
Pigmentanteil wird der Feinanteil, z. B. von nicht-magnetischem Material zu groB und start. 
Als im Hinblick auf die Pigmentausbeute zweckmaBige Mengenverhaltnisse wurden 10 bis 
25 g Pigment/100 ml Sol gefunden. 

Die Aufschlammung wird zur Entstehung eines Pulvers bevorzugt durch erne Diise ver- 
spruht und das Aerosol auf einer FaUstrecke getrocknet. Die DQse wird bevorzugt geheizt, 
um die Trocknung der Aufschlammung zu beschleunigen. Abhangig von der Geometrie der 
DQse betragt die DQsentemperatur bevorzugt ca. 120 bis 200°C. Ein KompromiB wird ge- 
fimden durch ausreichende Verdampfungsgeschwindigkeit, jedoch Vermeiden von Ver- 
spritzen. 

Im Hinblick auf die Ausbeute ist die Verdichtungstemperatur mdglichst hoch zu wahlen. 1st 
sie jedoch zu hoch, .verkleben die Partikel untereinander und es bilden sich Agglomerate die 
herausgesiebt werden soUten. Die Nachbehandlung unter Luft fohrt bei zu hohen Tempe'ra- 
turen zu einem Verlust der magnetischen Eigenschaften, weshalb zu hohe Temperaturen 
vennieden werden sollten. 

Unter einer im wesentlichen porenfreien Oberflache wird eine Oberflache verstanden, die zu 
wemger als 5 %, bevorzugt weniger als 2 %, besonders bevorzugt weniger als 0. 1 %, mit 
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Die Glasoberflache der erfindungsgemaBen ferromagnetischen Partikel kann porenfrei sein 
Oder aber Poren enthalten. Aus den oben genannten GrQnden fur die erfindungsgemaBen 
magnetischen Partikel ist es bevorzugt, dafl die auBere Oberflache auch der ferromagne- 
tischen Partikel im wesentlichen porenfrei ist oder Poren eines Durchmessers von weniger 
als 10 nm aufweist. Auch die erfindungsgemaBen ferromagnetischen Partikel haben bevor- 
zugt eine KorngroBe zwischen 10 und 60 urn, besonders bevorzugt 20 und 50 um. Be- 
sonders bevorzugt sind Partikel, bei denen eventuell in der Oberflache vorhandene Poren 
einen Durchmesser von weniger als 10, besonders bevorzugt 1 nm haben. Ein Beispiel fur 
einen erfindungsgemaBen ferromagnetischen Partikel ist der oben genannte Verbundstoff 
aus Glimmer- und Magnetitpartikeln, umschlossen von einer Glasschicht. 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Isolierung eines biologischen 
Materials durch 



- Inkontaktbringen einer Probe, die das biologische Material in einer Flussigkeit enhalt, 
mit den erfindungsgemaBen magnetischen Partikeln oder den erfindungsgemaBen 
ferromagnetischen Partikeln unter Bedingungen, bei denen das biologische Material an 
die Partikeloberflache bindet, und 

- Abtrennung des biologischen Materials von der Flussigkeit. 

Unter biologischen Materialien werden Materialien auf partikularer oder molekularer Basis 
verstanden. Hierzu gehoren insbesondere Zellen, z. B. Viren und Bakterien aber auch 
humane und tierische isoUerte Zellen, wie Leukozyten, sowie immunologisch aktive nieder- 
und hochmolekulare chemische Verbindungen, wie Haptene, Antigene, Antikorper und 
Nukleinsauren. Besonders bevorzugt sind Nukleinsauren, z. B. DNA oder RNA. 

Proben im Sinne der Erfindung sind beispielsweise klinische Proben, wie Blut, Serum, 
Mundspulflussigkeit, Urin, Zerebralflussigkeit, Sputum, Stuhl, Punktate und Knochenmark- 
proben. Die Probe kann auch aus dem Bereich der Umweltanalytik, der Lebensmittelanaly- 
tik oder der molekularbiologischen Forschung, z. B. aus Bakterienkulturen, Phagenlysaten 
und Produkten von Amplifikationsverfahren, z. B. PCR, stammen. 



ErfindungsgemaB haben die magnetischen Partikel einen inneren Kern, auf den die auBere 
Glasoberflache aufgebracht ist. Bei dem Kern kann es sich um einen Verbundstoff, jedoch 
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der Art des biologischen Materials ab, sind jedoch prinzipiell bekannt. Sie richten sich auch 
nach der Art der Bindung, uber die das biologische Material an die Oberflache gebunden 
wird. Sollen beispielsweise immunologische Wechselwirkungen fur die Bindung ausgenutzt 
werden, so mussen Bedingungen gewahlt werden, die fur die Bildung von Immunkomplexen 
geeignet sind. FQr Nukleinsauren ist im Fall der modifizierten Nukleinsauren eine Bindung 
uber die Gruppen der Nukleinsauren moglich, die die Modifizierung darstellen, z. B. Biotin 
Qber die Bindung an mit Streptavidin beschichtete Oberflachen. Insbesondere bei Nuklein- 
sauren ist jedoch der Fall der direkten Bindung von Nukleinsauren an Glas bevorzugt, unter 
anderem deshalb, weil sich eine Modifizierung der Nukleinsauren eriibrigt und schon native 
Nukleinsauren gebunden werden konnen. Die Bindung nativer Nukleinsauren an Glaspar- 
tikel kann analog zu Verfahren des Standes der Technik erfolgen. Bevorzugt erfolgt sie in 
Gegenwart chaotroper Salze, wobei die Konzentration dieser Sake zwischen 2 und 8 mol/1 
betragt, bevorzugt 4 bis 6 mol/1. Bei chaotropen Salzen handelt es sich z. B. urn Natrium- 
jodit, Natriumperchlorat, Guanidininiumthiocyanat, Guanidiniumisothiocyanat oder Guani- 
diniumhydrochlorit, ist jedoch nicht auf diese Verbindungen beschrankt. 

Zum Inkontaktbringen der Probe mit den Partikeln wird die Probe mit den Partikeln ver- 
mischt und fur eine fur die Bindung ausreichende Zeit inkubiert. Die Lange der Inkubation 
ist dem Fachmann in der Regel aus der Behandlung mit nicht-magnetischen Partikeln be- 
kannt, eine Optimierung ist durch Durchfuhning einer Bestimmung der Menge an immobili- 
siertem biologischem Material an der Oberflache zu verschiedenen Zeitpunkten moglich. 
Fur Nukleinsauren konnen Inkubationszeiten zwischen 10 Sekunden und 30 Minuten 
zweckmaBig sein. 

Je nach Gr6Be und Art der magnetischen Partikel findet schon wahrend der Inkubationszeit 
erne Separation der Partikel von der Flussigkeit statt oder erh&lt sich die Suspension uber 
langere Zeit. Wenn die Partikel eine sehr kleine KomgrSfie aufweisen und superpara- 
magnetisch sind, erhalt sich die Suspension uber einen langeren Zeitraum. Handelt es sich 
urn Partikel mit einer groBeren Korngrofle, so findet bereits wahrend der Inkubation eine 
langsame Separation der Partikel von der Flussigkeit statt. Insbesondere wenn es sich urn 
ferromagnetische Partikel handelt, bilden sich solche Aggregate. FQr den bevorzugten Fall 
dafl die ferromagnetischen Partikel nicht vormagnetisiert sind, ist eine besonders schonende 
Separation gew&hrleistet. 

Die Lnmobiiisierung findet bevorzugt nicht durch Ausfallung durch Erniedrigung der Los- 
hchkeit der zu immobilisierten Materialien statt. Stattdessen beruht die Immobilisierung auf 
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Elutionspuffer Tris. In einer anderen besonderen Ausfiihrungsform handelt es sich bei dem 
Elutionspuffer um entmineralisiertes Wasser. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform kann das beschriebene Reinigungs- und Isolierungsver- 
fahren im AnschluB an eine immunomagnetische Separation von Zellen (z. B. virale Partikel 
Oder prokanontische bzw. eukariontische ZeUen) aus einer KSrperflussigkeit oder einem 
Gewebe erfolgen. Kerzu wird die Probe mit magnetischen Partikeln, an welche em Anti- 
kbrper gegen ein Antigen auf der Zelle immobilisiert ist, z. B. unter Schutteln inkubiert 
Solche Partikel kennen erfindungsgemafle Partikel sein, aber auch kaufliche (z B MACS 
Microbeads der Firma Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, BRD). Nach Anlegen 
ernes Magnetfeldes erfolgen ein oder mehrere Waschschritte mit einer salzhaltigen 
Waschlosung. Man erhalt Partikel, an welche die gewiinschten Zellen gebunden sind 
SchheBhch werden die gebundenen ZeUen in einem salzhaltigen Puffer resuspendiert In 
emer bevorzugten Ausfuhrungsform ist dieser salzhaltige Puffer eine chaotrope SalzlOsung 
so daB die in der Zelle vorhandenen Nukleinsauren aus den Zellen freigesetzt werden. 

Durch Kombination der oben beschriebenen Isolierung von Zellen mit der ebenfaUs be- 
schnebenen Isolierung von Nukleinsauen, bevorzugt in ihrer nativen Form, an den erfin- 
dungsgemaBen magnetischen Partikeln, ergibt sich ein besonders vorteilhaftes Verfehren zur 
Isoherung von Nukleinsauren aus zellhaltigen Proben. Vorteil dieser Ausfuhrungsform ist 
die mogucheEinfechheit (Single-Tube-Methode), hohe Sensitivitat (besonders wichtig in 
der mediamschen Mikrobiologie und Onkologie) und die leichte Automatisierbarkeit. 

Die als Folge der erfindungsgemaBen Verfehren isolierten biologischen Materialien konnen 
nun m beheb,ger Weise weiter verwendet werden. Beispielsweise konnen sie als Substrat ftir 
verscluedene enzymatische Reaktiorien verwendet werden. Im Falle der Nukleinsauren seien 
als Beispiel die Sequenzierung, die radioaktive oder nicht-radioaktive Markierung die 
Amphfikation einer oder mehrerer in ihr enthaltender Sequenzen, die Transition, die 
Hybnd,sierung mit markierten Sondennukleinsauren, die Translation oder die Ligation ge- 
nannt. Em VorteU des erfindungsgemaBen Verfahrens ist, dafi die Abtrennung des biolo- 
gischen Materials von der Flussigkeit sehr einfach ist. Im Stand der Technik wurde zur 
Sepanerung von Glaspartikeln von Verunreinigungea entweder ein Zentrifugationsschritt 
angewandt, oder im FaUe der Bindung des biologischen Materials an Glasfiberfilter die 
Fluss.gkeit durch diese Flussigkeit gesaugt. Hierbei handelt es sich um einen limitierenden 
Schntt, der die Verarbeitung von groBen Probenzahlen behindert. 
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den. Anschlieflend findet die Zerstorung der Zellen statt, die sogenannte Lyse. Eine M6g- 
lichkeit ist durch die Behandlung der Zellen mit chaotropen Salzen gegeben. Andere Mog- 
lichkeiten sind die Einwirkung von Proteinasen und Detergenzien. 

Zu der Lysemischung werden in der bevorzugten Ausfuhrungsform die erfindungsgemaOen 
Partikel zugegeben. Nach einer geeigneten Einwirkungszeit, die uber die Beladung der 
Oberflache mit Nukleinsauren optimiert werden kann, werden die Partikel von der sie urn- 
gebenden Fliissigkeit, die weitere und nicht nachzuweisende ZellbestandteUe enthalt, ge- 
trennt. Dies geschieht wiederum bevorzugt durch Anlegen eines magnetischen Feldes 
mittels eines Magneten an der GefaBwand. 

Um eventuell noch anhaftende Verunreinigungen zu entfernen, wird bevorzugt mit einer 
Flussigkeit gewaschen, die so ausgewahlt wird, dafl die zu bestimmenden Nukleinsauren 
ach nicht von der Glasoberflache ablSsen. Zur Entfemung der Nukleinsauren von der Glas- 
oberflache wird ein sogenannter Elutionspuffer zugegeben, der Reagenzbedingungen auf- 
weist, unter denen sich die Nukleinsauren von der Glasoberflache losen. Dies sind insbe- 
sondere Niedrigsalzbedingungen. Je nach beabsichtigter Weiterbehandlung der Nuklein- 
sauren kann die Flussigkeit nun von den Partikeln getrennt und weiterbearbeitet werdea Es 
ist bevorzugt, diese Abtrennung bei anliegendem Magnetfeld vorzunehmen, so dafl die Par- 
tikel separiert vorliegen. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung naher. 
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Beispiel 1 



Sol 1 (Si0 2 :B 2 0 3 = 7-3) 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 14,1 ml 0,15 MHC1 

Sol2(Si0 2 £ 2 0 3 = 4 l)- 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 16,3ml0,15MHCl 

Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei a*,™,. 



Devon 



Sol3(Si0 2 :B 2 0 3 = 85:15) : 

Die Synthese wurde in einem 250 ml R.,nrfi™n, 

107,8 ml TetraethylorthosUicat s ^igem Rahren durchgefehrt. 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 17,5 ml 0,15 MHC1 
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Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange gertihrt wird 
bis es einphasig wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von + 19,4 ml Trimethyl- ' 
borat. 

AnschlieBend wird das Sol 2 Stunden bei 50 °C gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von 
+ 17,5 ml 0,15 MHC1 

Sol 4 (Si0 2 :B 2 0 3 = 4: 1; 2 Mol% P 2 0 5 ): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem Rtihren durchgefiihrt. 

100,5 ml Tetraethylorthosilicat 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 

+ 16,3 ml 0,15 MHC1 

Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange gerQhrt wird, 
bis es einphasig wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von 
+ 25, 6 ml Trimethylborat 

AnschlieBend wird das Sol 2 Stunden bei 50 °C gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von 
+ 16,3ml0,15MHCl 
+ l,63gp 2 0 5 

Sol 5 (Si0 2 :B 2 0 3 - 4:1 Mol% AI 2 0 3 ): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem RQhrem durchgefiihrt 

100,5 ml Tetraethylorthosilicat 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 

+ 16,3 ml 0, 15MHC1 

Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange geruhrt wird 
bis es einphasig wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von 
+ 25,6 ml Trimethylborat. 

AnschlieBend wird das Sol 2 Stunden bei 50 'C gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von 
+ 16,3 ml 0,15 MHC1 
+ 3,06gAlCl 3 

Sol 6 (Si0 2 :B 2 0 3 = 4: 1 Mol% Zr0 2 ): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem Rilhren durchgefiihrt 
100,5 ml Tetraethylorthosilicat 
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+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 16,3 ml 0,15 MHC1 



^;r=:xc=r=r 

+ 25,6nlTnm«hyIborat s^von 

beaug Inerbei I k/nun und di^^^,^ 8 "- ° ********** 
Sol 2 b« 860 -C ^ W de, ^ ,JLd*£L £ ™ £ N «* 

Beispid2 

Herstellnp 
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Parameter 


GMP 1 


VjrlVXr i 


CrMP 3 


GMP 4 


Alterung des Sols (h) (W°r) 


36 




JO 


36 


Pigmentanteil des Sols (q/\00 ml) 


5 


15 


8 


20 


Luftstrom derDuse (%) 


100 


100 


100 


100 


Luftdruck (bar) 


6 


6 


6 


3 


Dusentemperatur ( °C) 


1135 


120 


130 


143 


Verdichtungstemoeratur (°C) 


534 


534 


534 


615 


02-Nachbehandlune (1 Stunde) 


(300°C) 


(300°C) 


300°C) 


(400°C) 


Ausbeute an Pigment 


niedri^ 


hoch 


mittel 


hoch 


DNA-Ausbeute 


niedrie 


hoch 


hoch 


hoch 



Beispiel 3 

PCR Prpbenvnrhrrenw m hunwn Vnllhlnt nrit m. r - tischpn r^p.^,.. 
Isolierung der Nukleinsaure 



Von drei Glasmagnetpartikel-Chargen (GMP2 - 4) wurden je ca. 10 mg in Eppendorf 
ReakuonsgefaBen vorgelegt. Die genauen Einwaagen sind in Tabelle 1 angegeben, es 
wurden Dreifach-Bestiinmungen durchgefuhrt. 

Zu je 200 M l aufgetautem Vollblut wurden 40 ,1 Proteinase K (20 mg/ml, hergestellt aus 
Lyophuisat) pipetiert und sofort gemischt. AnschlieBend wurden 200 ul Bindepuffer (6 M 
Guanidin-HCl, 10 mM Tris-HCI, 10 mMHarnstoff, 3 0 o/ o Triton X-100, P H4 4) zugege- 
ben, gemischt und fur 10 Minuten bei W inkubiert. Nach Zugabe von 200 ul i-Propanoi 
wurde fur 10 Sekunden auf dem Vortex-Mischer gemischt, die Probe fur 20 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert und abermals fur 10 Sekunden wie vor gemischt. Die Magnet- 
separation erfolgte fur wenigstens 30 Sekunden im Magnetpartikelseparator von Boehringer 
Mannheim (Id.-Nr. 1 641 794). Der flberstand wurde abgenommen und wie weiter unten 
beschrieben analysiert. 
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Aufarbeitung des Oberstandes 

Purification Krt u * * emhaIten PCRProduct 

« unncation Kit) gegeben und fiir 1 Minute hoi ennn • . 

zentri&gier. DerDurebW ^ ^ ta ^^ BwE W^l>«l«*^ 
Puffer gewas^w (Z«n!rifi^ Wn ^ ve ™orfen und das Filter-Tube 2 x mit 500 pi Wascb- 

gewascnen (Zentnfugation we vort Da* F,it„r t. u • j , 
und dann mit 2 x 200 ul auf 70T ^ ^ 

fugationeluiert. ° V "~ B 1 ^^nspuffer durch emeuteZentri- 



Analyse der Eluate und des Probenuba 



rstandes 



l vennessen. 
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Zwei 5 |il Aliquots derEluate wurden als Doppelbestimmung durch Expand™ Long 
Template PCR (Boehringer Mannheim, Id.-Nr. 1681834) mit spezifischen Primern fur das 
menschliche tPA-Gen (erwartete Produktlange 15 kb) iibeipriift. 



Mix I 

dNTPJe 100 mM 



pro Ansatz 



Mix II 



pro Ansatz 



Primer 1, 200 ng/ul 1 u l 
Primer 2, 225 ng/ul l ul 
H2O, wdot 17 ul 



20 ul 



Expand™ Puffer, 10 x 5 ul 
Expand™ Polymerase 0,75 ul 
H 2 0, kutot 19,25 ul 



25 ui 



Mix I wird in ein dilnnwandiges PCR-Tube vorgelegt mit 5 ul Eluat versetzt und Mix II zu- 
gegeben. Der Ansatz wird kurz gemischt und mit 30 jil Minearalal iiberschichtet. Die An- 
satze werden in einem Perkin-Elmer Thermocycler 9600 mit folgenden Programm amplifi- 



aert: 



2Minuten 

10 Sekunden 
30 Sekunden 
12 Minuten 

10 Sekunden 
30 Sekunden 
12 Minuten + 
20 Sekunden pro Zyklus 

7 Minuten 
anschlieBend 



92°C 

92°C 
65°C 
68°C 

92°C 
65 8 C 
68 8 C 



68°C 
7°C 



10 Zyklen 



20 Zyklen 



Die 50 ul PCR Ansatze wurden mit 10 M l Proben-Puffer versetzt und davon 45 ui in einem 
0,8 %igen Agarosegel elektrophoretisch bei 120 V fur 90 Minuten aufgetrennt. 
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EEgebnisse 



Obcfstand_ 
280 mn 



GMP/2 12 mg 
10 mg 

_9mg 




Tabelle 1: Ausfaeutean 



Nukleinsauren mit magnetischen Glaspartikeln 



aus 200 ^ilBlut 



Die 1. Eluate waren noch leicht gelb gefarbt und teilweise mi 
kontanuniert. 



mit feinen Magnetpartikein 
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15 kb Expand™ PCR humanes tPA Gen 







1. Eluat 


2. Eluat 


GMP/2 


1 


fehlt 




+ + 




2 


+ 


+ 


+ + 




3 


+ 


+ 


fehlt 


GMP/3 


1 


+ 


+ 


+ + 




2 




+ 


+ + 




3 






+ + 


GMP/4 


1 


+ 


•f 


+ + 




2 


+ 


+ 


+ (+r 




3 


+ 


+ 


fehlt 


K, BM Kontroll DNA 



Tabelle 2. Ergebnisse Expand™ PCR 

*3.Eiuit 



In FIG. 3 ist ein Gel mit den Reaktionsprodukten nach PCR-AmpUfikation gezeigt. 
MWM m ist ein Molekulargewichtsmarker (Eluat 1, oben; Eluat 2, unten). 

Beispiel 4 

Bindung von DNA-T.finc> f >nstandaH an m aenetischft Glasoartilcel 

1. Vorbereitung der magnetischen Glaspartikel 

Von der Glasmagnetcharge GMP4 wurden 12 mg in Eppendorf-ReaktionsgefeBe vorgelegt. 

2. Lyse und Bindung 

In einem 1,5 ml Eppendorf-GefiQ mit 12 mg magnetischen Glaspartikeln werden 900 ul 
Lysis-Pufifer (4.6 M GuSCN, 45 mM Tris, 20 mM EDTA, pH 7,3) und 100 pi DNA-Probe, 
in der modellhaft DNA-Langenstandard IH von Boehringer Mannheim (Katalog-Nr. 
528552) eingesetzt wurde, 2 bis 10 sec. gemischt, bis eine homogene Suspension entsteht 
Die L6sung wird 20 min bei Raumtemperatur inkubiert, wobei alle 5 min gemischt wird. 

Die Magnetseparation erfogt for mindestens 15 sec in einem Magnetpartikelseparator. Der 
Uberstand wird abpipettiert. 
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3. Waschen und Trocknen 



Tns, pH 6.5) ^ «. ^ EthMo , ^ ^J" 

4. Elution derDNA 

» DNA *ud „* 4* 50(1 I EluUo rapuffer (10lllM Tri , HC , l-f 

Ube^ S chk e0 Uchm m ^ M Epp a « i o rf ^eaB,nu B fei mwird . 

5. Analyse der Eluate 

BUM* d K HuMvolumens ^ ^ pro 
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Die Ausbeute an DNA mit magnetischen Glaspartikeln ist in Tabelle 1 dargestellt 



SUndar 
Nr. 


DNA-Menge 
imSttn 
d»rd fnel 


Helliefccinintrns. 
Standard (MeBweit) 
frel.Einheitenl 


Probe 
Nr 


Pigment/ 
Bead-Typ 


HeUigkciuinicns. enxchncte DNA- errechncte DNAp 
Probe (Mcflwert) Mengewif Mengein 
freLEtnheitenl Gelfnc;] Probe fnfl 


Reoovery 
{%) 


1 


200 


65 


1 


GMP4 


45 139 695 




2 


175 


56 


2 


GMP4 


39 120 600 


60,0 


3 


150 


51 








4 


125 


44 










5 


100 


37 










6 


75 


25 










7 


50 


17 










8 


25 


9 










9 


10 


4 











TabeUel. Ausbeute an DNA-Langenstandard m mit magnetischen Glaspartikeln 

Das Agarosegel, das als Grundlage fur die quantitative Auswertung diente, ist in FIG. 4 
dargestellt. Es handelt sich urn ein l%iges Ethidiumbromid-gefarbtes Agarosegel. Spur 1 bis 
10 entspricht einer Verdunnungsreihe von DNA-Langenstandard EL 1 : 1 ug DNA, 2: 
200 ng DNA, 3: 175 ng DNA, 4: 150 ng DNA, 5: 125 ng DNA, 6: 100 ng DNA, 7: 75 ng 
DNA, 8: 50 ng NDA, 9: 25 ng DNA, 10: 10 ng DNA. 



Spur 1 1 und 12 entspricht der von den magnetischen Glaspartikeln eluierten DNA bei Ein- 
satz von 200 ng DNA-Langenstandard. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhoferstr. 116 
(Q ORT: Mannheim 

(E) LAND: DE 

(F) POSTLETTZAHL: 68298 

(G) TELEFON: 0621 759 4348 

(H) TELEFAX: 0621 759 4457 



(u) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Magnetisches Pigment 

Cui) ANZAHLDER SEQUENZEN- 2 
(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRD GER: Hoppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1 .30 (EPA) 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE:34Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
(DJTOPOLOGIE: linear 

00 ARTDES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "OUgodeoxyribonukleotid- 

Oii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1. 
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ACTGTGCTTC TTGACCCATG GCAGAAGCGC CTTC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKtJLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodeoxyribonukleotid" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
CCTTCACTGT CTGCCTAACT CCTTCGTGTG TTCC 
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Patentanspruche 

I- Magnetische Partikel mit einer aufleren GlasoberfUche, die in, wesentlichen noren* • 
•*^°reneinesDur^^^ 

2. Ferromagnetische Partikel mit einer Glasoberflache. 

6. Verfahren zur Memng eines biologischen MMerials dun* 

' ^" k,b ™«« J*** Probe, die das biologisch. Mweriri ta FlOssigkei. 
dm. d» bmlogache Material an die PanikeloberfUche btadet „„ d 

- ^nnu^dBbiolojischenMaterialsvonderFlOssigkeit. 

7. Verfahren gerrfiH An^uch 6, dadurcb gekennreichnet daB es sich bei de™ w , 
laschenMattrial^NuHe^^^ • <W3 « -ch be, dem b,olo- 

8. VafiihrenzurlsolieniiigvonNuldeinsaurendurch 

nussigkeit enthalt, nutmagnetischen Partiketa mit GlasoberfUchen ™„>a 

- Abtrennung der gebundenen Nukleinsauren von der Fliissigkeit. 
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9. Verfahren gemaB einem der Ansprtlche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dafl die Ab- 
trennung mit Klfe eines Magneten geschieht. 

1 0. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 6 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB die 
magnetischen Partikel beim Inkontaktbringen mit der Probe nicht vormagnetisiert 
sind. 

1 1 . Verfahren zur Herstellung magnetischer Glaspartikel durch 

- Bereitstellung eines magnetischen Kernes und 

- UmschlieBen des magnetischen Kernes mit einer im wesentlichen porenfreien 
Glasoberflache. 

12. Verfahren gemaB Anspruch 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB das UmschlieBen die 
Abscheidung eines Sols auf der Oberfllche und das anschlieBende Verdichten des Sols 
beinhaltet. 

13. Verwendung ferromagnetischer Glaspartikel zur Isoliemng von Nukleinsauren in 
nativer Form. 



WO 96/41811 



1/3 



PCT/EP96/02459 



Specimen 



FIG t 



Zugabe von 
Bead-AK-Komplex 



Immunomagn. 
Separation 



-•of 

~<>j 



Specimen-Spezif. 
Vorbehandlung 



Waschen 



s 



Lysis der Zellen 

out chaotropen Salzen 



Zugabe von 
magn. Glaspartlkeln 



Magnet. Separation von 
NA-GIaspartikel-Kompiex 



Waschen 

Zugabe von Sutionspuffer 



3 



I 

i 

c 
c 



i 
■ 



Elution v n NAs 



i 



"it 

ERSffZBLATT (REGEL 26) 



^ = Nucleinsaure 

«= AnaJyt (Partikel, ZeDe) 
• = Bead 

= Antik6rper 

! 

= Zeltoruchstucke i 
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FIG 2 

MWMIII V38/2 | V38/3 | V38/4 

2 3 1 2 3 1 2 3 
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FIG 3 
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FIG 4 
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Wahrend der intemationalen Recherche konsultieite elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete SuchbeghCTe) 



C ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategohc* Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderUch unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Aiupruch Nr. 



EP.A.0 343 934 (ALCAN INT LTD) 29. November 
. 1989 

siehe das ganze Dokument 

DE.A.43 07 262 (BERGENANN CHRISTIAN) 

8. September 1994 

siehe das ganze Dokument 

GB,A,2 116 206 (KMS FUSION INC) 

21. September 1983 

siehe das ganze Dokument 

W0.A.88 06633 (ARNOLD LYLE JOHN JR ; NELSON 
NORMAN CHARLES (US) ; REYNOLDS MARK ALA) 
7. September 1988 

siehe Seite 18, Zeile 21 - Zeile 27; 
Beispiele 1,2 

-/" 



1-7,9-13 



1-7,9-13 



1-5,11 



1-13 



)( Wettere Verdffenttichungen rind der Fortsetzung von Feld C zu 
«J cntnchmcn 



Siehe Anhang Patcntfamitie 



* Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

'A* Veroffentlichung, die den allgemcinen Stand dcr Tcchnik definiert, 

aber nicht all besonders bedeutsam anzusehen ist 
"E" al teres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 

Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 



Spatere Veroffentlichung, die nach dem international en Anmeldedatum 
oder dem Priori tatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht koUidiert, sondern nur zumVerstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegendcn Prinzips oder der ihr zugrundeliesenden 
Theone angegeben ist 



'X* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann alletn aufjmmd dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkett benihend betraehtet werden 



Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifdhaft er- 
scheincn zu lass en, oder curch die das VerofTenttichungsdatum einer 

anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden -v v^-HMk... — u u n ^ ^ . 
— » — ■-- ^ J _„J* L . - . ». .* - Y Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 

Iratift #»ir Kt al* mf nfli lulu I i T£t£—L~i* lT. < -i i ■ 



soil oder die aus einem anderen besondercn Grund angegeben ist (wie 
ausgcluhrt) 

'O' Verdflcntlichung. die sich auf cine mundliche Offenbarung, 

cine Benutzung, cine Ausstellung oder andere MaCnahmen bezieht 
"P" Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 



kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betraehtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffcnfljchungen dieser Kategone in Verbindung gebracht wird und 
dtese Verbindung fur einen Fachmann nahelicgend ist 



Datum des Abschtusses dcr intemationalen Recherche 

ll.Oktober 1996 


Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 

05. II. 96 


Name und Postanschriit der Internationale Recherchcnbchorde 
Europaischcs Patcntamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 22SO HV Rijswijk 
Tel. ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax (+31-70) 340-3016 


Bcvollmachtigtcr Bcdieniteter 

Bardili, W 
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INTERNATIONALE!* RECHERCHENBERICHT 

C^Fomettung) AL5 WESENTLICH ANGESEHE NE UNTERLAGEN 
Kat«gorie r 



Inten. nala Aktcnzdchen 

PCT/EP 96/02459 



" q< '" U,Un<t ^ V «*^«». ^ord^ic h unfcr A ng .b« dcr in Be^cht ^ T «u" 



ET AL) 



US.A.4 554 088 (WHITEHEAD ROY A 
19. November 1985 
siehe das ganze Dokument 

ANAL. BIOCHEM. , 
Bd. 175, 1988, 
Seiten 196-201, 
W. PYERIN ET AL 
Preparation of . 
in der Anmeldung erwahnt 
siehe das ganze Dokument 

NUCLEIC ACIDS RES. , 
Bd. 22, 1994, 

Seiten 4543-4, XPOO2015370 
TL. HAWKINS ET AL. : "DNA Purification 
and Isolation Using a Solid-Phase" 
siehe das ganze Dokument 



1-13 



1-13 



XP0O2O15369 

: "Filter-Supported 
Phage DNA" 



1-13 



Fonnunt PCT/tSA/Jio (Fonsetzunt von Bun UuU 1WJ ^ " 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Veroffentltchungen, die zur selben Patentfamilie gehdren 



Inter, jnalcs Aktenzeichen 

PCT/EP 96/02459 



Im Recherchcnbcricht 
angefahrtes Patentdokumenc 
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